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S c h e m e	 2 	Bi oti n yl at e d	 dir h o di u m	t etr a c ar b o x yl at e	 c o m pl e x e s	t e st e d	i n	
t hi s	 st u d y:	( a)	c at al y st	 1 	a n d	 4 ;	( b)	 c at al y st	2 	a n d	 3 ;	( c)	 c at al y st	5 	a n d	 6 .		
R e a cti o n	 c o n diti o n s:	i)	 R h 2 ( O A c)4 ,	N ,	N -di m et h yl a nili n e ,	 1 4 0	 ° C,	 3	h	 or 	
(cis )-R h 2 ( O A c)2 ( O C O C F3 )2 ,	 K2 C O 3 ,	 T H F,	 5 0	° C,	 3	 h;	ii)	( +)-bi oti n	 h y dr a zi d e	
7 a ,	 T F A,	  D M S O,	 rt,	 3	 h;	 iii)	 bi oti n	 p e nt afl u or o	 p h e n yl	 e st er	 7 b ,	  N a H,	
D M S O,	rt,	 3	 h;	i v)	 N ,	N -Dii s o pr o p yl et h yl a mi n e,	 D M S O,	 5 0	° C,	 2	 h. 	
	
or	 7 b ,	t hr o u g h	eit h er	 a	 h y dr a zi n e	 c o u pli n g	 or	 a n	 e st erifi c ati o n ,	
aff or d e d	 t h e	 t ar g et	 bi oti n yl at e d	 dir h o di u m	 c of a ct or s 	 1 -4 .	 I n	
li g ht	 of	 t h e	 r e m ar k a bl e	i n ert n e s s	 of	 t h e	R h 2 ( 2 O 2 C R) 4 	m oi et y ,	
w e	 al s o	 pr e p ar e d	 t h e 	dir h o di u m	 c o m pl e x e s 	5 	a n d 	6 .	 F or	 t hi s	
p ur p o s e,	 R h 2 ( O A c)3 ( O C O C F3 )3 1 	 w a s	 tr e at e d	  wit h	 bi oti n yl at e d	
m o n o c ar b o x yli c	 a ci d	 7 c 	 or	 7 d 	 t o	 aff or d	 t h e	 c orr e s p o n di n g	
c o m pl e x e s	 5 	 a n d	 6 	 r e s p e cti v el y.	 All	 bi oti n yl at e d	 dir h o di u m	
c o m p l e x e s	  w er e	 p urifi e d	 b y	 r e v er s e d-p h a s e	 pr e p ar ati v e	  H P L C	
a n d	f ull y	 c h ar a ct eri s e d	 ( S e e	 SI).	
I n	t h e	 a b s e n c e	 of	 S a v,	th e	 dir h o di u m 	c o m pl e x e s	 1 -6 	(2 5 	o C,	 p H	
7. 0 ,	 M O P S	 b uff er	 ( 0. 1	  M ))	 o ut p erf or m 	 (i. e.	 hi g h er	 t ur n o v er	
n u m b er,	 T O N )	 R h 2 ( O A c)4  f or	 t h e	 c y cl o pr o p a n ati o n 	 of	 st yr e n e 	
(T a bl e	 1,	 e ntri e s	 1 -7 ).	I n c or p or ati o n	of	 t h e	 dir h o di u m	 c of a ct or s	
1 -6 	i nt o	wil d -t y p e	 str e pt a vi di n	(S a v	 W T )	l e a d s	t o	 a n	 er o si o n	 i n	
a cti vit y 	 ( T a bl e	 1,	 e ntri e s	 9-1 4).	 C of a ct or	 2 	 o ut p erf or m s	 all	
ot h er 	c of a ct or s :	 2 	·	S a v	 W T 	aff or d s 	5 4 	T O N,	 c o m p ar e d	 t o	 7 9 	
T O N	 i n	 t h e	 a b s e n c e	 of	 S a v. 	 T h e	 b i oti n yl at e d	  m o n o d e nt at e	
dir h o di u m	 c o m pl e x e s 	5 	a n d 	6	 l e a d	 t o	si g nifi c a ntl y 	l o w er	 T O Ns 	
w h e n	 e m b e d d e d 	wit h	 S a v .	  W e	 h y p ot h e si z e	 t h at	 t hi s	  m a y	 b e	
d u e	 t o	 t h e	 l o s s	 of	 t h e	 bi oti n yl at e d	 li g a n d	 a c c o m p a ni e d	 b y	
d e c o m p o siti o n	 of	 t h e	 dir h o di u m 	 m oi et y .	 In cr e a si n g	 or	
r e d u ci n g	 t h e	 t e m p er at ur e	 l e a d s	 t o	 a n	 er o si o n	 i n	 T O N	 f or	 2 	·	
S a v	  W T	 ( T a bl e	 1,	 e ntri e s	 1 5,	 1 6).	 S cr e e ni n g	 at	 v ari o u s	 p H	
hi g hli g ht s 	 t h at	 t h e	 dir h o di u m	 c of a ct or	 2 	 p erf or m s	 b e st 	 at	
n e utr al	 p H	( T a bl e	 1,	 e ntri e s	 1 7 -2 0) .	B a s e d	 o n	t hi s	 i niti al	s cr e e n ,	
c of a c tor 	2 	w a s	 s el e ct e d	 f or	all	 f urt h er	i n v e sti g ati o ns .	
F or	 g e n eti c	 o pti mi z ati o n	 p ur p o s e s ,	 w e	 s cr e e n e d	 p urifi e d	 S a v	
m ut a nt s	f or	 b ot h	 c y cl o pr o p a n ati o n	 a n d 	C -H	i n s erti o n	r e a cti o n s	
i n	 t h e	 pr e s e n c e	 of	 c of a ct or	 2 .	T h e	 r e s ult s	 ar e	 s u m m ari z e d	 i n	
Fi g ur e 	 1 a 	 u si n g 	 et h yl 	 di a z o a c et at e	 8 a 	 a n d	 Fi g ur e	 1 b 	 u si n g 	
d o n or -a c c e pt or	 et h yl	 di a z o( p h e n yl) a c et at e	 8 b	 r e s p e cti v el y.	
	
I n	 t h e	 pr e s e n c e	 of	 t h e	  m or e	 r e a cti v e	 et h yl	 di a z o a c et at e	 8 a,	
n o n e	 of	 t h e	 s cr e e n e d	  m ut a nt s 	 o ut p erf or m e d	 t h e	  wil d -t y p e	
artifi ci al	 c y cl o pr o p a n a s e	 2 	 ·	 S a v	  W T.	 I ntr o d u cti o n	 of	 L e wi s -
b a si c	 a mi n o	 a ci d s	 i n	 t h e	 pr o xi mit y	 of	 t h e	 dir h o di u m	  m oi et y	
(i. e.	S 1 1 2 C,	 S 1 1 2 H,	 K 1 2 1 C,	 K 1 2 1 D)	 yi el d e d	 c o m p ar a bl e	 T O N s	t o	
2 	·	S a v	 W T.	 I ntr o d u cti o n	 of	t w o	 L e wi s-b a si c	 a mi n o a ci d	r e si d u e s	
(i e.	 S 1 1 2 H-K 1 2 1 H;	 S 1 1 2 C -K 1 2 1 H)	 l e a d	 t o	 a	 si g nifi c a nt	 er o si o n	
i n	 T O N s.	 Si mil ar	 r e s ult s	  w er e	 o bt ai n e d	 u p o n	 i ntr o d u ci n g	
h y dr o p h o bi c	r e si d u e s	 wit hi n	t h e	 bi oti n -bi n di n g	 v e sti b ul e:	 n o n e	
of	 t h e	  m ut a nt s	 s cr e e n e d	 l e d	 t o	 a n	 i n cr e a s e	 i n	 c at al yti c	
p erf or m a n c e	 (i e.	 S 1 1 2 A,	 S 1 1 2 W,	 K 1 2 1 A,	 K 1 2 1 F,	 K 1 2 1 W	 et c.,	
Fi g ur e	 1 a).	 S cr e e n i n g	 i n	 t h e	 pr e s e n c e	 of	 t h e	 b ul k y	 d o n or-
T a bl e	 1 	S el e ct e d	 r e s ult s	 f or	 t h e	 Ar M s-c at al y s e d	 c y cl o pr o p a n ati o n	
of	 st yr e n e	 wit h	 et h yl	 di a z o a c et at e 	8 a .a 		
	
E ntr y 	 C at al y st 	 S a v 	 T e m	(° C),	 p H 	 T O N b 	 tr a n s/ ci s 	
1 	 R h 2 ( O A c)4 	 	 2 5,	 7. 0 	 2	 ±	 0 	 1. 5 / 1 	
2 	 1 	 	 2 5,	 7. 0 	 6 8	 ±	 1 	 1. 4 / 1 	
3 	 2 	 	 2 5,	 7. 0 	 7 9	 ±	 0 	 1. 3 / 1 	
4 	 3 	 	 2 5,	 7. 0 	 7 9	 ±	 1 	 1. 4 / 1 	
5 	 4 	 	 2 5,	 7. 0 	 5 2	 ±	 1 	 1. 3 / 1 	
6 	 5 	 	 2 5,	 7. 0 	 6 0	 ±	 1 	 1. 4 / 1 	
7 	 6 	 	 2 5,	 7. 0 	 4 6	 ±	 1 	 1. 4/ 1 	
8 	 R h 2 ( O A c)4 	 W T 	 2 5,	 7. 0 	 2	 ±	 0 	 1. 5/ 1 	
9 	 1 	 W T 	 2 5,	 7. 0 	 3 4	 ±	 3 	 1. 3/ 1 	
1 0 	 2 	 W T 	 2 5,	 7. 0 	 5 4	 ±	 7 	 1. 4/ 1 	
1 1 	 3 	 W T 	 2 5,	 7. 0 	 3 8	 ±	 2 	 1. 4/ 1 	
1 2 	 4 	 W T 	 2 5,	 7. 0 	 3 3	 ±	 1 	 1. 3/ 1 	
1 3 	 5 	 W T 	 2 5,	 7. 0 	 3	 ±	 0 	 1. 1/ 1 	
1 4 	 6 	 W T 	 2 5,	 7. 0 	 1	 ±	 0 	 1. 3/ 1 	
1 5 	 2 	 W T 	 5,	 7. 0 	 4	 ±	 1 	 1. 2/ 1 	
1 6 	 2 	 W T 	 5 5,	 7. 0 	 0 	 − 	
1 7 	 2 	 W T 	 2 5,	 4. 0 c 	 2	 ±	 0 	 1. 3/ 1 	
1 8 	 2 	 W T 	 2 5,	 5. 0 d 	 2 9	 ±	 4 	 1. 4/ 1 	
1 9 	 2 	 W T 	 2 5,	 6. 0 	 5 0	 ±	 6 	 1. 4/ 1 	
2 0 	 2 	 W T 	 2 5,	 8. 0 	 1 2	 ±	 4 	 1. 4/ 1 	
a	 R e a cti o n	 c o n diti o n s:	[ st yr e n e]	 =	 1 0	 m M,	[ 8 a ]	 =	 3 0	 m M,		[c at al y st ]	 =	 1 0 0	
µ M,	[ S a v	 bi oti n	 bi n di n g	 sit e s ]	 =	 2 0 0	 µ M,	 Vt ot	=	 4 0 0	 µ L	( 5 %	 D M S O),	 2 5	 °C	
f or	 1 6	 h o ur s.	b 	T O N	 =	t ur n o v er	 n u m b er	 d et er mi n e d	 b y	 G C	 u si n g	 1,	 3,	 5 -
tri m et h o x y b e n z e n e	 a s	 i nt er n al	 st a n d ar d.	 T h e	 ±	 v al u e s	 r e pr e s e nt	
st a n d ar d	 d e vi ati o n s	 r e s ulti n g	 fr o m	 i n d e p e n d e nt	 r e a cti o n s	 p erf o m e d	 i n	
d u pli c at e. 	c 	a c et at e	 b uff er	( 0. 1	 M,	 p H	 4. 0).	 	d 	a c et at e	 b uff er	 ( 0. 1	 M,	 p H	
5. 0). 	
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a c c e pt or	 di a z o( p h e n yl) a c et at e	 8 b	 aff or d e d	 si g nifi c a ntl y	 l o w er	
T O N s.	I n	t hi s	 c a s e	 h o w e v er,	 s o m e	 m ut a nt s	 b e ari n g	 L e wi s -b a si c	
si d e	 c h ai n s	 p erf or m e d	 sli g htl y	 b ett er	 t h a n	 2 	·	S a v	 W T:		 S 1 1 2 D,	
S 1 1 2 K,	 S 1 1 2 H,	 K 1 2 1 E,	 Fi g ur e	 1 b. 	U nf ort u n at el y,	i n c or p or ati o n	
of	 t h e	 bi oti n y la t e d	 dir h o di u m	 c of a ct or	 2	 wit hi n	 S a v	 h a d	 n o	
i nfl u e n c e	 o n	 eit h er	t h e	 di a st er e o s el e cti vit y	(i. e.	tr a n s / ci s	 r ati o)	
or	 t h e 	 e n a nti o s el e cti vit y	 (i. e.	 r a c e mi c	 pr o d u ct)	 of	 t h e	
c y cl o pr o p a n ati o n. 	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Fi g.	 1	 E x p eri m e nt al	 c o n diti o n s	 a n d	 s el e ct e d	 r e s ult s	 f or	 t h e	  Ar M s	
c at al y s e d	 c y cl o pr o p a n ati o n	 of	 st yr e n e	  wit h	 et h yl di a z o a c et at e	 8 a	 ( a)	
a n d	 di a z o( p h e n yl) a c et at e	 8 b	 ( b),	 a n d	 C-H	 i n s erti o n	 of	 di a z o	 1 0 	 wit h	
1, 4 -c y cl o h e x a di e n e 	( c).	T h e	 err or	 b ar s 	r e pr e s e nt	 st a n d ar d	 d e vi ati o n s	
r e s ulti n g	fr o m	i n d e p e n d e nt	r e a cti o n s	p erf or m e d	 i n	 d u pli c at e.	
	
N e xt,	  w e	 i n v e sti g at e d	 t h e	 C -H	 i n s erti o n	 of	 trifl u or o et h yl	
( p h e n yl) di a z o a c et at e	1 0 	wit h	 1,	 4 -c y cl o h e x a di e n e	 c at al y s e d	 b y	
2	·	 S a v	 a n d	 m ut a nt s	 t h er e of.	 T h e	 r e a cti o n	 aff or d e d	 e x cl u si v el y	
t h e	 all yli c	 i n s erti o n	 pr o d u ct	 1 1 ,	  wit h	 n o	 d o u bl e	 i n s erti o n	 or	
c y cl o pr o p a n ati o n	 b y -pr o d u ct s	 d et e ct e d.	  A	 s el e cti o n	 of	 S a v	
m ut a nt s	 w er e	 s cr e e n e d.	 Gr atif yi n gl y,	 2	·	 S a v	 S 1 1 2 E 	a n d	 K 1 2 1 E 	
o ut p erf or m e d	 b ot h	 t h e	 fr e e	 c of a ct or	 2 	 a n d	 2	 ·	 S a v	  W T .	  N o	
e n a nti o s el e cti vit y	 c o ul d	 b e	 d et e ct e d	 h o w e v er. 		
U nf ort u n at el y,	 all	 att e m pt s	t o	 o bt ai n	 cr y st al s	 s uit a bl e	f or	 X -r a y	
diffr a c ti o n	of	 2	 ·	S a v	 w er e	 u n s u c c e s sf ul .	T h u s,	t o	 g ai n	 str u ct ur al	
i n si g ht	i nt o	 t h e	l o c ali s ati o n	 of	 bi oti n yl at e d	dir h o di u m	 c o m pl e x 	
wit hi n	 S a v	  W T,	 a	 d o c ki n g	 si m ul ati o n	 f or	 t h e	 h y dr at e d	
dir h o di u m	 c o m pl e x	 2 ·(H 2 O )2 	 wit hi n	 S a v	  W T 	 w a s	 p erf or m e d	
u si n g	 t h e	  G O L D	 s oft w ar e	 s uit e,	 Fi g ur e	 2 .3 2 	 T h e	  mi ni mi z e d	
d o c k e d	 str u ct ur e	 s u g g e st s	 t h at	 t h e	 dir h o di u m	  m oi et y	
pr otr u d e s	 o ut	 of	t h e	 bi oti n -bi n di n g	 v e sti b ul e:	 T h e	 	s h ort e st 	C -
R h	 di st a n c e s	 ar e:	 6. 1	 Å,	 6. 0	 Å,	 7. 4	 Å 	f or	t h e	 cl o s e st	l yi n g	 a mi n o	
a ci d s	 S 1 1 2,	 K 1 2 1	 a n d	 L 1 2 4	 r e s p e cti v el y,	 Fi g ur e	 2 .	 T hi s	  m a y	
e x pl ai n	 w h y	t h e	 g e n eti c	 o pti mi z ati o n	 h a s	 s u c h	 a	 m o d e st	 eff e ct	
o n	t h e	 p erf or m a n c e	 of	t h e	 Ar M.	 	
It	 h a s	 b e e n	 r e p ort e d	t h at	 dir h o di u m	t etr a c ar b o x yl at e	 m oi eti e s	
t ol er at e	 c ell ul ar	 c o m p o n e nt s.3 3 	 W e	 t h u s	 s e cr et e d	 t h e	 S a v	 t o	
t h e	 p eri pl a s m	 a n d	 s cr e e n e d	t h e	 artifi ci al	 c y cl o pr o p a n a s e	i n	t h e	 	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
F i g.	 2 	 Str u ct ur e	 r e s ulti n g	 fr o m	 a	 d o c ki n g	 si m ul ati o n	 of	 dir h o di u m	
c o m pl e x	 2 ·( H2 O) 2 	 ·	 S a v	  W T.	 T h e	 pr ot ei n	 i s	 di s pl a y e d	 a s	 li g ht	 gr e y	
s urf a c e	 a n d	 t h e	 bi oti n yl at e d	 c of a ct or	 2 	 i s	 di s pl a y e d	 a s	 c ol or-c o d e d	
sti c k s.	 T h e	 cl o s e st	 l yi n g	 a mi n o	 a ci d s	 ar e	 di s pl a y e d	 a s	  m a g e nt a	 s ti c ks.	
T h e	 cl o s e st	 c o nt a ct s	 b et w e e n	 t h e	 c of a ct or	 a n d	 S 1 1 2,	 K 1 2 1	 a n d	 L 1 2 4	
ar e	 hi g hli g ht e d	 wit h	 y ell o w	 d ott e d	li n e s. 	
	
pr e s e n c e	 of	  w h ol e	 E.	 c oli	 c ell s.	 Fi g ur e	 3 	o utli n e s	 t h e	 pr ot o c ol	
i m pl e m e nt e d	 f or	 t h e	 p eri pl a s mi c	 s cr e e ni n g.3 4 	 T h e		 	
T O P 1 0( D E 3) _ p E T 3 0	 str ai n	 w a s	 u s e d	t o	 e x pr e s s	 a n d	 s e cr et e 	S a v	
i nt o	 t h e	 p eri pl a s m.	 T h e	 f oll o wi n g	 i s of or m s	  w er e	 t e st e d:	 S a v	
W T,	 S 1 1 2 C,	 S 1 1 2 D,	 K 1 2 1 C	 a n d	 K 1 2 1 M.	 Aft er	 h ar v e st i n g,	 t h e	
c ell	 p ell et s	 w er e	i n c u b at e d	 wit h	 a	 M O P S	 b uff er	 c o nt ai ni n g 	5 0	
µ M	 dir h o di u m	 c of a ct or	 2 	 f or	 3 0	  mi n	 o n 	 i c e.	 T h e	 u n b o u n d	
c of a ct or 	 2 	 w a s	  w a s h e d	 a w a y 	 a n d	 t h e	 c at al y si s	 b uff er	
c o nt ai ni n g	 t h e	 s u b str at e	  w a s	 a d d e d	 t o	 t h e	 c ell	 p ell et. 	
Gr atif yi n gl y,	 t h e	 artifi ci al	 c y cl o pr o p a n a s e	 2	 ·	 S a v 	 W T	
o ut p erf or m e d	 t h e	 fr e e	 c of a ct or	 2 .	 I ntr o d u cti o n	 of	 a	 c y st ei n e	
r e si d u e,	 eit h er	 at	 p o siti o n	 S 1 1 2 C	 or	 K 1 2 1 C	 l e a d s	 t o	 i m pr o v e d	
a cti viti e s.	 I C P-M S	 a n al y si s	r e v e al e d	 si g nifi c a nt	 R h -a c c u m ul ati o n	
wit hi n	 E.	 c oli 	h ar b o u ri n g	 p eri pl a s mi c	 S a v	( S a vp eri ):	 	E.	 c oli	 n ot 	
s e cr eti n g	 S a v	 ( e m pt y	 E.	 c oli )	 c o nt ai n e d	 3. 2 	 n m ol	 R h	
( c orr e s p o n di n g	 t o	 6 %	 u pt a k e	 fr o m	 t h e	 5 0 	n m ol	 R h -a d d e d	 t o	
t h e	 s u p er n at a nt).	 F or	 E.	 c oli 	 h ar b o u ri n g	 S a v p eri ,	 t h e	 R h-
a m o u nt s	 d et er mi n e d	 v ari e d	 b et w e e n	 5. 6 	− 	8. 9	 n m ol	( i. e.	1 1 % 	− 	
1 8 %	 u pt a k e)	 d e p e n di n g	 o n	 t h e 	m ut a nt .	 A c c or di n gl y,	 t h e	 T O N s	
ar e	 1 0 	 f or	 t h e	 e m pt y	 E.	 c oli ,	 9	 f or	 S a v p eri 	 W T,	 1 7	 f or	 S a v p eri 	
S 1 1 2 C	 a n d	 2 0	f or	 S a v p eri 	K 1 2 1 C 	r e s p e cti v el y	( S e e	 SI).	
I n	 s u m m ar y,	  w e	 h a v e	 d e v el o p e d	 a n 	 artifi ci al	 c ar b e n oi d	
tr a n sf er a s e	b a s e d	 o n	t h e	 bi oti n -str e pt a vi di n	t e c h n ol o g y .	 T h e		
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